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aldosterone) and XI11 (21-desoxy-17-is0-aldosterone)~ both of which have been 
accessible as yet only with difficulty. 

The primary reduction product 111, although it is produced almost exclusively 
fsom I1 by the action of diisobutyl aluminium hydride in toluene solution at -20", 
undergoes a rather unexpected intramolecular change when the reaction mixture 
is allowed to stand at  room temperature, resulting in the formation of the glycol 
ether 1 7 .  Some mechanistic features of this secondary transformation are briefly 
discussed. 
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Propionyl-CoA-Carboxylase wurde von OCHOA et al. 5, 'j) aus Schweineleber- 
Homogenaten und von LANE et al. 7) 8 )  aus Kalbsleber-Mitochondrien isoliert. Das 
Enzym katalysiert die reversible Carboxylierung von Propionyl-CoA zu Methyl- 
malonyl-CoA 9). Das kristallisierte Enzym enthalt Biotin 6).  

Bei unseren Untersuchungen uber die Rolle des Biotins im Intermediarstoff- 
wechsel fanden wir, dass die Aktivitat des Enzyms aus Rattenleber-Mitochondrien 
um ein Vielfaches durch ip2 vitro Zugabe einer iiberstehenclen Fraktion (S 3) aus Leber, 
der an sich keine enzymatische Aktivitat zukommt, gesteigert werden konnte. 
Ausserdem fanden wir Propionyl-CoA-Carboxylase aurh im Gesamtuberstehenden 
aus Leber. Dieses Enzym konnte jedoch nicht durcli die S3-Fraktion aktiviert 
werden. Die mogliche Anwesenheit von Biotin in der S3-Fraktion wurde durch 
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Untersuchungen mit 14C-Biotin10) und Avidin lo) gepruft. Die Resultate, insbesondere 
die Avidinempfindlichkeit, ergaben zuerst Hinweise auf eine Biotin-Coenzym Ak- 
tivitat. Bei der Reinigung der S3-Fraktion wurde jedoch festgestellt, dass Kalium- 
Ionen einen ahnlichen aktivierenden Effekt auf die mitochondriale Propionyl-CoA- 
Carboxylase ausiiben. Dies wurde mit kristallisiertem Enzym bestatigt. 

Einige Resultate dieser Untersuchungen seien kurz beschrieben : 
Die Anwesenheit von Propionyl-CoA Carboxylase im Uberstehenden aus Lebre 

wurde bisher von keiner Seite publiziert, doch zeigen die Resultate in Tabellen 1 und 2 
deutlich, dass nicht nur Uberstehendes aus Rattenleber, sondern auch aus Ochsen- 
und Schweineleber betrachtliche Enzymmengen enthalt. Das Enzym aus Uber- 
stehendem scheint bei der Ratte ebenso aktiv zu sein wie das mitochondriale Ferment. 
Die Aktivitat des ersteren wird durch das ursprungliche Homogenisierungsmileu, 
das Saccharose und EDTA enthalt, deutlich gehemmt und erholt sich erst wieder 
nach Rehandlung mit Ammoniumsulfat. Wie Tabelle 1 zeigt, ist die Verminderung 

Tabelle 1. Propioi~yl-CoA-Carboxylase in Uberstehendem und in Mitochondrien von Rattcnleber 

Enzymaktivitat 
c.p.m. [14C]02 fixicrt 

Zellfraktion per mg Eiweiss Total 

Uberstehendes (105 000 g) 
in Tris, pH 7,5 2 500 83 100 
in Saccharose-EDTX, pH 7,8 240 48 450 
in Saccharose-EDTA4, pH 7,8, mit 50 x Mgtf  180 38 500 
in Saccharose-EDTA4, pH 7,8, fraktioniert mit 35-5574 (NH,),SO, 265 000 16600 
Mitochondrien (Acetontrockenpulverextrakt) 12000 192 000 

Der Standardansatz enthielt in 0,75 ml neben 0,l  ml Enzymlosung (in yMolen) : Glutathion 2,s; 
ATP 2 ;  MgCI, 2; NaH[14C]0, 7,5 (1,175 pc ) ;  Propionyl-CoA 0,5; Trispuffer pH 8,4 50. Die Reak- 
tion wurde durch Zugabe von Propionyl-CoA gestartet und nach zwanzigminutiger Inkubation bei 
37" mit 0 , l  ml 20% T C 4  gestoppt. Die Mischung wurde darauf 5 Min. unter dem Abzug bci 60" 
gehaltcn, urn uberschiissiges NaH[l4C]O, zu entfernen, und dann bei niederer Geschwindigkeit 
Zen trifugiert. Das Methylmalonat und Succinat enthaltende Uberstehende wurde darauf auf seine 

Radioaktivitat hin analysiert. 

Tabelic 2. Propionyl-CoA -CarboxyEase in ~bevstehendem uon Ochsen- t tnd Schweineleber 

Enzymaktivitat 
c.p.m. [14C]O, fixiert 
per mg Eiweiss Fraktion dcs Uberstehenden aus 

Ochsenlcbcr, 0-S5y0 (NH,),SO, 7105 

Schwcineleber, 35555% (NH,),SO, 5610 
Ochsenleber, 35-55Y0 (NH,),SO, 7735 

5~ ~ 

Versuchsbedingungen s. Tabelle 1 

lo) Wir dankcn Herrn Prof. 0. WISS c/o HOFFMANN-LA ROCHE, Basel, bestens fur das uns fur diese 
Untersuchungen gratis zur Verfiigung gestellte [14C]-Biotin. Ebenso sprechen wir Herrn Dr. 
DAKSHINAMURTI fur das uns iiberlassene Avidin und Hcrrn Dr. Y .  E ~ A Z I R O  fur die kristalline 
Propionyl-CoA unseren Dank aus. 
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der Aktivitat nicht auf den Gehalt des Milieus an Magnesium-Ioncn zuruckzufuhren. 
Einige typische Datcn uber die Aktivitat der Propionyl-CoA-Carboxylase sind in 
Tabelle 3 zusammengestellt. Eine S3-Fraktion aktivierte das Enzym ungefahr drei- 

Tabcllc 3 A kttuzerzs*ig der Propionyl-CoA -Carha rylasr dzivclz li+ 

Zusatz zum mito- ohne S 3  I<,IIPOI -KH,l'04 SaLHP04-iY~H,P0, KCl 
chondrialcn Enzym aus  5 ,MMole 5 puMolc 5 @Mole 
normaler Rdttenleber 

Enzpmaktivitat 
in c.p.m. L14Ccj0,, 
fixicrt pci- mg Eiweiss 371 1035 896 270 1240 

Versuchsbedingungen s. Tabclle 1. Enzymlosung : Extrakt  eines .\cetontrockenpulvers aus Ratten- 
lebcrmitochondrien. 53 wurde aus dcm mit 105 000 g (1 Std.) zentrifugierteii Ubcrstehendcn ails 

Rattenleber hergestcllt : Dic 35-55~0-(NH4),S04-Fraktion wurde langsam mil eiskaltcr 0 , l ~  HC1 
unter Kuhren auf pH 3 angcsauert, 1 Std. bei 0" gehalten untl tlarauf zentrifugiert. Der Uberstand 
wurde mit 0,2x NaOH ncutritlisiert. Die S3-Fraktion enthiclt keinc Propionql-Coh-Xlttivitat. 

fach. Versuche, die Fraktion mit Adsorbentien zu reinigen, ergaben cine leiclite 
Aktivitatssteigerung durch das Eluat. Dies iuhrte uns clam, einige Sake auf ihren 
aktivierenden Effekt hin zu priifen. Wie es sich zeigte, kann die Aktivierung durch 
die S3-Fraktion mit Kalium-Ionen vollig imitiert werden. Ein Einfluss von Phosphat- 
ionen wird durch das Resultat mit Natriumphosphat ausgeschlossen. Dass Kalium- 
phosphat weniger stark wirkt als die aquivalente Menge von Kaliumchlorid konnte 
auf die unvollstandige Dissoziation des Phosphates beirn verwendeten pH zuruck- 
gefuhrt werden. Eine Erholiung der Konzentration der Magnesium-Ionen kann die 
Wirkung der Kalium-fonen nicht ersetzen. Spatere Untersuchungen zeigtcn, dass 
1 pMol K+ pro Ansatz vollig geniigt. Dies entspriclit der Konzentration an Kaliuni- 
Ionen, die durcli Zusatz der S3-Fraktion hervorgebracht wird. Die Resultate mit 
kristallisierter Propionyl-CoA-Carboxylase (s. Tabclle 4) bestatigen unsere Refunde. 
Allerdings ist die Alitivierung durch K-+ bei dem kristallisierten Enzym, wenn auch 
immer vorhanden, so doch weniger ausgesprochen als bei dem unfraktionierten 
Enzym. 

Tabclle 4. A ktivievzing kristalliizer Pvopioulyl-CoA -Cavboxylase durch K+ 

Enzymaktivitat, c.p.m. [%j0, fixiert 
Zusatz Versuch 1 2 3 4 5 

_____ 

870 885 .578 81 5 595 
1395 1325 1140 1040 970 

\'ersuchsbedingungen s. Tabelle 1 
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